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(57) Abstract 

The invention relates to a method for determining a nucleotide sequence in a nucleic acid molecule by means of predetermined probes 
of different masses, using electro-spray mass spectrometry. The inventive method enables simultaneous characterisation of a plurality of 
unknown nucleic acid molecules by means of a set of various probes. The invention also relates to a kit containing the probes and/or a 
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(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis einer Nucleotidsequenz in einem NucleinsauremolekOl vermittels 
vorbestimmter Sonden unterschiedlicher Masse durch Elektrospray Massenspektrometrie. Vorteilhafterweise erlaubt das erfindungsgemaBe 
Verfahren die gleichzeitige Charakterisierung einer Vielzahl unbekannter Nucleinsauremolekille durch einen Satz verschiedener Sonden. 
Weiterhin betrifft diese Erfindung einen Kit, der die Sonden und/oder einen Probentrager, gegebenenfalls mit daran gebundenen 
Nucleinsauremplekulen, enthalt. 
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Verfahren zur Identifikation von Nucleinsauren 
durch Elektrospray Massenspektrometrie 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis einer 
Nucleotidsequenz in einem Nucleinsauremolekul vermittels vorbestimmter 
Sonden unterschiedlicher Masse durch Elektrospray Massenspektrometrie. 
Vorteilhafterweise erlaubt das erfindungsgemafJe Verfahren die gleichzeitige 
Charakterisierung einer Vielzahl unbekannter Nucleinsauremolekuie durch einen 
Satz verschiedener Sonden. Weiterhin betrifft diese Erfindung einen Kit, der die 
Sonden und/oder einen Probentrager, gegebenenfalls mit daran gebundenen 
Nucleinsauremolekulen, enthalt. 

Die genaue Charakterisierung von Nucleinsauren ist sehr aufwendig und teuer. 
Unbekannte DNA kann charakterisiert werden, indem sie sequenziert wird. Dies 
ist die praziseste Art, DNA zu analysieren. Jedoch ist die Sequenzierung von 
DNA sehr aufwendig und nur dann notwendig, wenn die gesamte Sequenz von 
Interesse ist. Nur sehr kurze DNA-Ausschnitte (<1000 Nucleobasen) konnen in 
einem Arbeitsgang sequenziert werden. Wenn DNA Fragmente, die groBer als 
diese 1000 Nucleobasen lang sind, in grofierem Umfang analysiert werden 
sollen, ist es notwendig die DNA zu unterteiien, was die Methode verteuert. 

Viele Aussagen lassen sich jedoch bereits mit geringerer Aufldsung machen. Die 
derzeit beschriebenen Verfahren leiden jedoch darunter, dali unter Umstanden 
Radioaktivitat verwendet werden muB, und nur eine einzige Sonde in einer 
Analyse verwendet werden kann. Ein solches Verfahren aus dem Stand der 
Technik beinhaltet zum Beispiel, partielle Information uber einen Array von 
verschiedenen Ziel-DNAs zu suchen. Ein Array mit vielen tausend Ziel-DNAs 
kann auf einer Festphase immobilisiert und anschliefiend konnen alle Ziel-DNAs 
gemeinsam auf das Vorhandensein einer Sequenz mittels einer Sonde 
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(Nucleinsaure mit komplementarer Sequenz) untersucht werden. u Eine 
Obereinstimmung in der Ziel-DNA mit der Sonde kann durch eine Hybridisation 
der beiden Nucleinsauren nachgewiesen werden. Sonden konnen beliebige 
Nucleinsauresequenzen unterschiedlicher Lange sein. Es existieren 
verschiedene Verfahren fur die Auswahl von optimalen Bibliotheken von 
Sondensequenzen, welche minimal miteinander uberlappen. 3 - 
Sondensequenzen konnen auch gezielt zusammengestellt werden, urn bestimmte 
Ziel-DNA Sequenzen aufzufinden. Oligofingerprinting ist ein Ansatz, bei welchem 
diese Technologie zum Einsatz kommt. Eine Bibliothek von Ziel-DNAs wird mit 
kurzen Nucleinsauresonden abgetastet. Meist sind hier die Sonden nur 8-12 
Basen lang. Es wird jeweils eine Sonde auf einmai an eine auf einer 
Nylonmembran immobilisierte Ziel-DNA-Bibliothek hybridisiert. Die Sonde ist 
radioaktiv markiert und die Hybridisierung wird anhand der Lokalisierung der 
Radioaktivitat beurteilt. Fur die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays sind 
auch bereits fluoreszent markierte Sonden verwendet worden. 5 Ein ahnliches 
Verfahren wird verwendet, urn Sequenzierung von DNA zu multiplexer 6,7 
Verschiedene Vektorsysteme werden zur Klonierung von Zielsequenzen 
eingesetzt. Jeweils ein Klon von jedem Klonierungsvektor wird gepoolt, die 
Sequenzierungsreaktion durchgefuhrt, die Fragmente auf einem Gel aufgetrennt 
und das Gel auf eine Nylonmembran gebtottet. An die immobilisierte DNA werden 
anschliefiend die unterschiedlichen Sequenzen des Klonierungssystems 
hybridisiert; so dafi man die zum jeweiligen Klonierungssystem gehorende 
Sequenz erh§lt. Hier kann die Abtastung des Klonierungssystems auch mittels 
einer massenspektrometrisch detektierbaren Sonde erfolgen. 8 

Als Sonden kommen jegliche Molekule in Frage, die sequenzspezifisch mit einer 
Ziel-DNA wechselwirken konnen. Am gangigsten sind Oligodeoxyribonucleotide. 
Fur diesen Zweck bietet sich jedoch jede Modifikation von Nucleinsauren an, z.B. 
Peptide Nucleic Acids (PNA), 9J0 Phosphorothioatoligonucleotide oder 
Methylphosphonatoligonucleotide. Die Spezifitat einer Sonde ist sehr wesentlich. 
Phosphorothioatoligonucleotide sind nicht besonders bevorzugt, da ihre Struktur 



WO 99/29897 



3 



PCT/EP98/07909 



durch die Schwefelatome verandert wird, was einen negativen EinfluB auf die 
Hybridisierungseigenschaften hat. Dies .. kann daher stammen, daB 
Phosphorothioatoiigonucleotide normaierweise nicht diastereomerenrein 
synthetisiert werden. Bei Methylphosphonatoligonucieotiden bestand in der 
Vergangenheit ein ahnliches Reinheitsproblem, jedoch werden diese 
Oligonucleotide vermehrt diastereomerenrein synthetisiert. Ein wesentlicher 
Unterschied zwischen Methylphosphonatoligonucleotiden und 
Phosphorothioatoligonucleotiden ist das bei ersteren ungeladene Ruckgrat, 
welches zu einer verminderten Abhangigkeit der Hybridisation von Puffersalzen 
und insgesamt durch die geringere Abstoftung zu hoherer Affinitat fuhrt. Peptide 
Nucleic Acids haben ebenfalls ein ungeladenes Ruckgrat, welches gleichzeitig 
chemisch sehr stark von der gangigen Zucker-Phosphat Struktur des Ruckgrats 
in Nucleinsauren abweicht. Das Ruckgrat einer PNA weist eine Amidsequenz 
anstelle des Zucker-Phosphat Ruckgrats gewohnlicher DNA auf. PNA hybridisiert 
sehr gut mit DNA komplementarer Sequenz. Die Schmeiztemperatur eines 
PNA/DNA-Hybrids ist hoher als die des entsprechenden DNA/DNA-Hybrids und 
wiederum ist die Abhangigkeit der Hybridisierung von Puffersalzen relativ gering. 

Electrospray Massenspektrometrie (ESI) ist eine neue, sehr leistungsfahige 
Methode fur die Analyse von Biomolekulen (Meng, C.K., Mann, M. und Fenn, 
J.B., Z. Phys. D. 1988, 10, 361-368; Siuzdak, G. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
1994, 91,11290-11297). Die grundsatzlichen Charakteristika der Methode sind, 
dad eine Losung eines Gemisches von Biomolekulen durch eine metallische 
Nadel, an die eine hohe Spannung angelegt ist (typischerweise einige Kilovolt), 
ins Vakuum eines Massenspektrometers geleitet wird. Durch die elektrische 
Instability und die Druckverminderung dispergiert die Flussigkeit in kleinen 
Tropfchen, die jeweils auf ihrer Oberflache eine elektrische Ladung mittragen. 
Uber mehrere Skimmerstufen werden die Tropfchen ins Hochvakuum des 
Massenspektrometers uberfuhrt. Dabei geht das Ldsungsmittel vom Tropfchen 
allmahlich verloren und die nackten, mehrfach geladenen Biomolekule befinden 
sich unfragmentiert im Hochvakuum des Massenspektrometers. . Bei diesem 
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Verfahren ergeben sich fur den Schritt, der die massenspektrometrische Analyse 
umfalit, mehrere Moglichkeiten. Eine davon betrifft die Auftrennung der Molekule 
unterschiedlicher Masse und Ladung durch einen Magneten (Sektor oder 
Quadrupol); eine weitere betrifft die Analyse mittels der Flugzeit. Hierbei wird 
senkrecht zum lonenstrahl eine Beschleunigungsspannung gepulst und die 
TeilchengroGe anhand ihrer Flugzeit bestimmt. Mit diesen beiden 
Ausfuhrungsformen lafit sich im Massenbereich bis mehrere Tausend Dalton 
Isotopenauflosung erzielen. Mit neuen Nanosprayquellen lassen sich mit wenigen 
1 00 fmol Material ausgezeichnete Spektren aufzeichnen. 
Bisher hat sich ESI im wesentlichen fur die Analyse von Peptiden durchgesetzt 
(Siuzdak, G., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 11290-11297) und sich. 
insbesondere fur die Analyse von kombinatorisch hergestellten 
Peptidbibliotheken bewahrt (Metzger, J.W., Kempter, C, Wiesmuller, K.H. und 
Jung, G., Anal. Biochem., 1994, 219, 261-277; Winger, B.E., und Campana, J.E., 
Rapid Commun. Mass Spectrom., 1996, 10, 1811-1813). Die Analyse von 
Nukleinsauren und modifizierten Varianten von Nukleinsauren ist derzeit noch 
nicht oft berucksichtigt worden (Reddy, D.M., Rieger, R.A., Torres, M.C., und Iden 
C.R., Anal. Biochem. 1994, 220, 200-207; Potier, N., Van Dorsselaer, A., Cordier, 
Y., Roch, O. und Bischoff, R., Nucleic Acids Res., 1994, 22, 3895-3903; Greig, M. 
und Griffey, R.H., Rapid Commun. Mass Spectrom., 1995, 9, 97-102). Dabei 
stellten sich Probleme wie, dafi Nukleinsauremolekule Polyanionen sind und 
dadurch zusatzliche Probleme in der lonisation auftreten. 

Kombinatorische Synthesen, 13 d.h. die Herstellung von Substanzbibliotheken 
ausgehend von einem Gemisch von Vorstufen, werden sowohl auf fester als auch 
in flussiger Phase durchgefuhrt. Vor allem die kombinatorische 
Festphasensynthese hat sich fruhzeitig etabliert, da in diesem Fall die 
Abtrennung von Nebenprodukten besonders einfach ist. Nur die an den Trager 
(Support) gebundenen Zielverbindungen werden in einem Waschschritt 
zuruckbehalten und am Ende der Synthese durch das gezielte Spalten eines 
Linkers isoliert. Diese Technik erlaubt auf einfachem Wege die gleichzeitige 
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Synthese einer Vielzahi verschiedener Verbindungen an einer Festphase und 
somit den Erhalt von chemisch "reinen" Substanzbibliotheken. 14,15,16 Daher sind 
die Verbindungsklassen, die auch in nicht kombinatorischen, konventionellen 
Synthesen auf einer Festphase synthetisiert werden, der kombinatorischen 
Chemie besonders leicht zuganglich und werden demzufoige auch breit 
verwendet. Dies trifft vor allem auf Peptide Nucleinsaure- und PNA-Bibliotheken 
zu. 

Die Synthese von Peptiden erfolgt durch Binden der ersten N-geschutzten 
Aminosaure (z.B. Boc) an den Support, nachfolgende Entschutzung und Reaktion 
der zweiten Aminosaure mit der freigewordenen NH 2 -Gruppe der ersten. Nicht 
reagierte Aminofunktionen werden in einem weiteren "Capping" Schritt einer 
Weiterreaktion im nachsten Synthesezykius entzogen. Die Schutzgruppe an der 
Aminofunktion der zweiten Aminosaure wird entfernt und der nachste Baustein 
kann gekoppeit werden. Zur Synthese von Peptidbibliotheken wird ein Gemisch 
von Aminosauren in einem oder mehreren Schritten verwendet. Die Synthese von 
PNA und PNA-Bibiiotheken erfolgt sinngemaft. 

Nucleinsaure-Bibliotheken werden meist durch Festphasensynthese mit 
Gemischen verschiedener Phosphoramidit-Nucieoside erhalten. Dies kann auf 
kommerziell erhaltlichen DNA-Synthesizern ohne Veranderungen in den 
Syntheseprotokollen durchgefuhrt werden. Daruber hinaus sind verschiedene \ 
Arbeiten zur kombinatorischen Synthese von PNA Bibliotheken publiziert 
worden. 17,18 Diese Arbeiten behandeln den Aufbau von kombinatorischen 
Sequenzen, d.h. die Synthese von PNAs in denen einzelne, spezifische Basen in 
der Sequenz durch degenerierte Basen ersetzt werden und dadurch zufaiiige 
Sequenzvarianz erreicht wird. Auch die Verwendung massenspektrometrischer 
Methoden fur die Analyse kombinatorischer Bibliotheken ist mehrfach 
beschrieben worden. 19,20,21,22 
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Es existieren verschiedene Verfahren, urn DNA zu immobilisieren. Das 
bekannteste Verfahren ist die Festbindung einer DNA, welche mit Biotin 
funktionalisiert ist, an eine Streptavidin-beschichtete Oberflache. 23 Die 
Bindungsstarke dieses Systems entspricht einer kovalenten chemischen 
Bindung, ohne eine zu sein. Um eine Ziel-DNA kovalent an eine chemisch 
vorbereitete Oberflache binden zu kdnnen, bedarf es einer entsprechenden 
Funktionalitat der Ziei-DNA. DNA selbst besitzt keine Funktionaiisierung, die 
dazu geeignet ist. Es gibt verschiedene Varianten, in eine Ziel-DNA eine 
geeignete Funktionaiisierung einzufuhren: Zwei leicht zu handhabende 
Funktionaiisierungen sind primare, aliphatische Amine und Thiole. Solche Amine 
werden quantitativ mit N-Hydroxy-succinimidestern umgesetzt Thiole reagieren 
unter geeigneten Bedingungen quantitativ mit Alkyliodiden. Eine Schwierigkeit 
besteht im Einfuhren einer solchen Funktionaiisierung in eine DNA. Die 
einfachste Variante ist die Einfuhrung durch einen Primer einer PCR. Gezeigte 
Varianten benutzen S'-modifizierte Primer (NH 2 und SH) und einen bifunktionalen 
Linker. 24 ' 25 ' 26 

Bei der Immobilisierung auf einer Oberflache ist vor allem ihre Beschaffenheit 
von wesentlicher Bedeutung. Bis jetzt beschriebene Systeme sind hauptsachlich 
aus Silizium oder Metall (magnetic beads). Eine weitere Methode zur Bindung 
einer Ziel-DNA basiert darauf, eine kurze Erkennungssequenz (z.B. 20 Basen) in 
der Ziel-DNA zur Hybridisierung an ein oberflachenimmobilisiertes Oligonucleotid 
zu verwenden. 27 Es sind auch enzymatische Varianten zur Einfuhrung von 
chemisch aktivierten Positionen in eine Ziel-DNA beschrieben worden. 28 Hier wird 
an einer Ziel-DNA enzymatisch eine 5 , -NH 2 -Funktionalisierung durchgefuhrt. 

Wie vorstehend beschrieben, sind im Stand der Technik eine Reihe von 
Verfahren bekannt, die vor allem auf eine genaue Analyse von Nucleinsauren 
ausgerichtet sind. Diese Verfahren sind in der Regel entweder sehr 
arbeitsaufwendig und/oder kostenintensiv. 
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Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende technische Problem war 
somit, ein schneiles und kosteneffizientes Verfahren zur Identifikation von Ziel- 
Nucleinsauren bereitzustelien. 

Dieses technische Problem wird durch die Bereitstellung der in den 
Patentanspruchen gekennzeichneten Ausfuhrungsformen gelost. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Nachweis einer 
Nucleotidsequenz in einem Nucleinsauremolekul, das die folgenden Schritte 
umfafit: 

(a) Hybridisierung von Nucleinsauremolekuien mit einem Satz von Sonden 
unterschiedlicher Nucleobasensequenzen, wobei jede Sonde eine von alien 
anderen Sonden verschiedene Masse aufweist; 

(b) Abtrennung der nicht hybridisierten Sonden; 

(c) Ablosen der spezifisch hybridisierten Sonden in ein Losungsmittel; 

(d) Analyse der hybridisierten Sonden in der Losung mittels Electrospray 
Massenspektrometrie; und 

(e) Bestimmung der Nucleinsauremolekuie durch die daran hybridisierten 

Sonden. 

Vorzugsweise sind die Nucleinsauremolekuie auf einem Trager (Support) 
angeheftet. Bevorzugt ist dann, dad die Positionen der Sonden auf dem 
Probentrager eine Zuordnung zu dem damit hybridisierenden 
Nucleinsauremolekul erlaubt. Der Begriff "Probentrager", wie im Sinne der 
vorliegenden Erfindung verwendet, bezeichnet jegliche Form von Tragermaterial. 

Das erfindungsgemalJe Verfahren (vergleiche Figur 1) kombiniert in vorteilhafter 
Weise Verfahren, Ziel-Nucleinsauren zu analysieren (Oligofingerprinting), sowie 
die massenspektrometrische Analyse von Nucleinsauren" und modifizierten 
Nucleinsauren. Dabei wird eine Vielzahl von unterschiedlichen Sonden 
eingesetzt, die den Nachweis von einer oder mehreren Nucleotidsequenz(en) in 
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einem Nucleinsauremolekul erlauben. Eine Kombination clieser beiden Methoden 
konnte bisher nicht durchgefuhrt werden, weil die Massenunterscheidbarkeit der 
Sonden keine eindeutigen Ruckschlusse auf die Sequenz zulielJ und die 
Empfindlichkeit der massenspektrometrischen Analyse von Nucleinsauren nicht 
an die Probenmengen eines Oligofingerprinting-Experimentes angepalit war. 
Durch die Hybridisierung einer bestimmten Sonde (oder mehrerer bestimmter 
Sonden) wird im weitesten Sinne der Erfindung ein die (im wesentiichen) 
komplementare(n) Nucleotidsequenz(en) enthaltendes Nucleinsauremolekul 
bestimmt. Durch diese Bestimmung wird auch der Nachweis gefuhrt, daR eine 
bestimmte Nucleotidsequenz oder sehr ahnliche Sequenzen (z.B. bei 
Hybridisierung unter nicht stringenten Bedingungen, s.u.) in dem Molekul 
enthalten ist/sind. Dem Fachmann ist War, daft eine gesuchte Nucleotidsequenz 
mit Hybridisierungsverfahren nicht immer absolut ermittelt werden kann, da auch 
unter stringenten Hybridisierungsbedingungen trotz sogenannter "Mismatches" 
unter Umstanden eine Hybridisierung einer Sonde stattfinden kann (z.B. ab einer 
bestimmten Mindestlange einer Sonde oder bei (einer) Positionierung(en) 
des/der Mismatches, die bei der Hybridisierung tolerierbar ist/sind). Bei einer 
vorgegebenen Nucleotidsequenz einer Sonde kann eine Komplementarsequenz 
im Nucleinsauremolekul somit in einem Teil der Ausfuhrungsformen nur mit einer 
gewissen Naherung ermittelt werden, da neben exakten Komplementar- 
sequenzen unter Umstanden auch solche ermittelt werden konnen, die in ihrer 
Sequenz nicht exakt komplementar sind. Insofern umfafit die Nucleotidsequenz 
auch homologe Nucleotidsequenzen, die vorzugsweise einen Homologjegrad von 
mehr als 90 %, besonders bevorzugt von mehr als 95 % aufweisen. Alle diese 
vorstehenden Ausfuhrungsformen sind von der vorliegenden Erfindung umfatit. 

Je nach Wahl der Hybridisierungsbedingungen kann das erfindungsgemafie 
Verfahren verwendet werden, urn entweder spezifische Nucleotidsequenzen oder 
Gruppen von Nucleotidsequenzen nachzuweisen, die sich durch eine ahnliche 
Sequenz auszeichnen. Werden z.B. stringente Hybridisierungsbedingungen 
gewahlt, so sind die verwendeten Sonden nur in der Lage, an die 
Nucleotidsequenzen zu hybridisieren, die exakt komplementar zu ihren 
Nucleobasensequenzen sind. Werden hingegen nicht stringente 
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Hybridisierungsbedingungen gewahlt, so kann man mit den eingesetzten Sonden . 
alle Nucleotidsequenzen nachweisen, die von den Nucleobasensequenzen der 
Sonden derart abweichen, daU sie unter den gewahlten Bedingungen eine 
Hybridisierung noch erlauben. Auf diese Art und Weise kann das 
erfindungsgemalSe Verfahren also auch verwendet werden, urn Homologe, 
Varianten Oder Allele einer bestimmten Sequenz nachzuweisen. Dem Fachmann 
ist bekannt, was unter stringenten bzw. nicht stringenten 
Hybridisierungsbedingungen zu verstehen ist; vgl. z. B. Sambrook et al., 
"Molecular Cloning, A Laboratory Manual" CSH Press, Cold Spring Harbor, 2nd 
ed. 1989, Hames und Higgins (Hrsg.) "Nucleic Acid Hybridization, A Practical 
Approach", IRL Press, Oxford 1985. Stringente Hybridisierungsbedingungen sind, 
zum Beispiel, Hybridisierung in 6 x SSC, 5 x Denhardt's Reagens, 0,5 % SDS 
und 100 pg/ml denaturierter DNA bet 65 °C und Waschen in 0,1 x SSC, 0,1 % 
SDS bei 65 °C. Nicht-stringente Hybridisierungsbedingungen unterscheiden sich 
von den obengenannten Bedingungen insofern, als beispielsweise die 
Hybridisierung und/oder das Waschen bei einer niedrigeren Temperatur 
durchgefuhrt werden, z.B. bei 50 °C oder 55 °C und/oder die Menge von SSC auf 
z.B. 1 x oder 2 x SSC angehoben wird. 

Das erfindungsgema&e Verfahren erlaubt auch den Nachweis mehrerer 
unterschiedlicher Sequenzen in einer Ziel-DNA, wobei die unterschiedlichen 
Sequenzen komplementar zu verschiedenen Sonden sind. Gunstigstenfalls, z. B. 
bei Verwendung von Sonden mit uberlappenden Sequenzen, iafit sich so die 
gesamte Nucleotidsequenz einer Ziel-Nucleinsaure nachweisen oder aufkiaren. 

Mit dem erfindungsgemafSen Verfahren lalit sich zunachst bestimmen, ob eine 
Ziel-Nucleinsaure am Immobilisierungssupport angeheftet war, die eine mit einer 
Sonde unter den gewahlten Bedingungen hybridisierbare Sequenz aufweist. 
Sofern dies der Fall ist, kann die Proben-Nucleinsaure weiter analysiert und 
charakterisiert werden. Da fur das erfindungsgemafie Verfahren ublicherweise 
nur ein Bruchteil einer Probe fur die erfindungsgemade Analyse eingesetzt 
werden muft, kann die nicht eingesetzte Nucleinsaure mit Standardverfahren, z. 
B. Sequenzierungsverfahren, weiter untersucht werden. 
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Die Ablosung der spezifisch hybridisierten Sonden in ein Losungsmittel erfolgt 
vorzugsweise durch Hitzedenaturierung oder alkalische Denaturierung. Als 
Losungsmittel eignen sich insbesonders wadrige Losungen oder Gemische von 
Wasser und organischen Losungsmitteln, sofern das organische Losungsmittel 
mit Wasser mischbar ist (z.B. Wasser und Acetonitril). Vorzugsweise werden die 
Gemische im Verhaltnis 1:1 eingesetzt. Da eine Denaturierung der hybridisierten 
Molekule erzielt werden soil, ist die Wahl des Gemisches zudem von der Art der 
hybridisierten Molekule abhangig. 

Das erfindungsgemalie Verfahren kann auch, parallel oder sukzessive, mehrmals 
durchgefuhrt werden, wobei die Hybridisierungsbedingungen variiert werden. So 
kann man beispielsweise in einer Ziel-DNA zunachst feststellen, ob sie einen 
bestimmten Homologiegrad mit anderen Ziel-DNAs aufweist, bevor nach 
spezifischen Sequenzen gesucht wird. 

Die Zuordnung der an einer bestimmten Position auf dem Probentrager 
hybridisierten Sonde zur immobilisierten Probe erfolgt vorzugsweise mittels eines 
Datenverarbeitungssystems, das das jeweilige aufgenommene Spektrum auf 
einer Position des Probentragers einer auf derselben Position angebrachten Ziel- 
DNA zuordnet. Vorzugsweise sind die Ziel-Nucleinsauren auf der Oberflache 
bzw. auf dem Proteintrager in einer bestimmten Ordnung angeordnet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafJen Verfahrens 
werden die Nucleinsauremolekule vor oder nach Schritt (a) auf die Oberflache 
eines Tragers ubertragen. Dazu eignet sich z.B. ein "magnetic bead", welches so 
funktionalisiert ist, dafl sich eine entsprechend funktionalisierte Ziel-DNA daran 
binden laflt, oder eine Funktionalisierung z.B. einer Mikrotiterplatte, in deren 
verschiedenen Vertiefungen verschiedene Ziel-DNAs immoblisiert werden 
konnen. So lassen sich Hybridisierungsschritte mit Sondenbibliotheken und 
nachfolgende Waschschritte vereinfachen. Als Immobilisierungssysteme bieten 



• 




WO 99/29897 



11 



PCT/EP98/07909 



sich z.B. Biotin-Streptavidin, NH 2 -N-Hydroxysuccinimidylester oder SH- 
alkylhalogenid an. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalJen 
Verfahrens erfolgt die Immobilisierung der Nucleinsauremolekule an der 
Probentrageroberflache uber eine NH 2 -, Epoxy- oder SH-Funktion, vermittels der 
Beschichtung der Probentrageroberflache mit einem Silikat oder Silan, uber eine 
Protein-Substrat-, Protein-Protein- oder eine Protein-Nucleinsaure-interaktion, 
oder uber eine Wechseiwirkung zweier hydrophober Komponenten. 

Wird der Probentrager z.B. mit Gold beschichtet, kann eine Kopplung der Ziel- 
DNA durch wahrend der molekularbiologischen Aufbereitung der Ziel-DNA 
eingefuhrte SH- oder NH 2 -Funktionen erfolgen. Auch die umgekehrte Moglichkeit, 
entsprechend modifizierte DNA an funktionalisierte Goldpartikel zu binden, 
besteht. Die Firma Nanoprobes Inc., Stony Brook, NY, bietet beispielsweise mit 
Streptavidin oder mit Aminofunktionen verknupfte Gold-Nanopartikel kommerziell 
an. Durch eine Aminofunktionalisierung kann anschliefiend eine Kopplung der 
Ziel-DNA, welche uber eine SH-Funktionalisierung an einen bifunktionalen Linker 
(z.B. SIAB, Pierce Chemical, Rockford, IL, USA) gebunden ist, an eine 
Glasoberflache erreicht werden. Eine weitere Variante ist die unmittelbare 
Beschichtung der Oberfiache mit Trimethoxy-3-aminopropylsilan. An die 
Aminofunktion kann anschliefiend eine Ziel-DNA, wie oben uber einen 
bifunktionalen Linker, gekoppelt werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist dabei die Protein-Substrat- 
Interaktion eine Biotin-Streptavidin- oder eine Antikorper-Antigen-Binduhg. Viele 
Probentrager sind ublicherweise aus einem Material, an das sich ohne weitere 
Modifikation weder Proteine noch DNA-Molekule immobilisieren lassen. Eine 
Moglichkeit der Immobilisierung ist, die Oberfiache mit Gold zu beschichten, da 
sich z. B. SH-Funktionen daran binden iassen. Fur die Kopplung bieten sich dann 
bifunktionale Linker an, die eine SH-Funktion und eine weitere Funktion besitzen, 
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die an die Funktionalisierung der Ziel-DNA angepafit ist. 1st z. B. die Ziel-DNA 
biotinfunktionalisiert, sollte der Linker mit Streptavidin gekoppelt werden konnen. 
Ist die Ziel-DNA NH 2 -funktionalisiert, dann kann der Linker mit einer N- 
hydroxysuccinimidylester-Funktion versehen sein. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Protein- 
Nucleinsaure-lnteraktion eine Bindung der Nucleinsaure an Gene32, ein Protein, 
welches sequenzunspezifisch einzelstrangige DNA bindet. 

In einer ebenfalls bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalJen 
Verfahrens sind die verwendeten Sonden Nucleinsauren, die mit einem Massen- 
Tag versehen sind. Gemafi dieser Ausfuhrungsform konnen die Sonden auch mit 
mehreren Tags versehen sein, die an unterschiedlichen Positionen, z. B. am 5' 
und 3' Ende lokalisiert sind. Durch Kombination der Anzahl und Lokalisierung von 
Massen-Tags, gegebenenfalls in Kombination mit Ladungs-Tags („Charge- 
Tags"). laftt sich die Versalitat und Empfindlichkeit des erfindungsgemafien 
Verfahrens deutlich erhohen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform sind die Massen-Tags zugleich 
Ladungs-Tags, wahrend in einer weiteren besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform die Nucleinsauren zusatzlich mit einem Ladungs-Tag („Charge- 
Tags") versehen sind (vgl. Figur 2). 

"Charge tagging" kann entsprechend der Methode von Gut et al. durchgefuhrt 
werden. 11 ' 12 Ein aminofunktionalisiertes Substrat (1 mM) wird in 
Trimethylamin/C0 2 -Puffer (pH = 8.5, 200 mM) auf Eis bei 0 °C mit 1% co- 
Trimethylammoniumhexansaure-N-hydroxy-succinimidylester (CT) versetzt. Nach 
30 Minuten werden der fluchtige Puffer und das Losungsmittel im Vakuum 
abgezogen. Das aminofunktionalisierte Substrat kann z.B. eine kombinatorisch 
hergestellte Bibliothek von massenverschiedenen Sonden sein. Durch die 
Variation der Lange und Funktionalisierung des CT lassen sich die Massen der 
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Substratbibliothek urn einen definierten Betrag verschieben (Fig. 2). Da in der 
kombinatorischen Synthese z.B. eine Sondenbibliothek von 64 
massenverschiedenen Sonden, die sich uber einen Massenbereich von 200 Da 
erstrecken, hergestellt werden, erhohen die Massen/charge tags jeweils in 
Einheiten von 200 Da die Masse, d.h. der erste kombinatorische Syntheseansatz 
wird mit dem kleinstmoglichen charge tag hergestellt, der zweite mit einem 
Massen/charge (Ladungs-) tag, das 200 Da schwerer ist, der dritte mit einem 
Massen/charge tag, das weitere 200 Da schwerer ist usw. Theoretisch kann der 
Bereich beiiebig ausgeweitet werden, solange das angewendete 
Massenspektrometer in der Lage ist, den Unterschied zwischen zwei 
massenbenachbarten Sonden aufzulosen und solange die Synthese praparativ 
praktikabel erscheint. Fur Sonden mit 10 Nucleobasen bekommt man ein 
Grundmasse im Bereich von 2600-2800 Da. Mit derzeit kauflichen 
Massenspektrometern ist der benutzbare Massenbereich mit ausreichender 
Massengenauigkeit unter 4000 Da. Dadurch konnen sieben Ensembles von 64 
Sonden verwendet werden (insgesamt 448 Sonden). 

Die Synthese von Peptiden auf einem automatisierten Synthesizer verlauft vom 
C-terminalen Ende zum N-terminalen Ende, die Synthese von Nucleinsauren vom 
3'- zum S'-Ende. Es besteht die Moglichkeit, an einem Oder an beiden Enden eine 
primare Aminofunktion anzubringen, urn dann durch eine oder zwei 
Funktionalisierungen die Massenverschiebung zu'erreichen. Alternativ kann die 
Massenverschiebung einer Bibliothek von kombinatorisch hergestellten Sonden 
auch erreicht werden, indem vorgangig zum Einbau der kombinatorischen 
Bausteine einige Bausteine von definierter Masse (z.B. Aminosauren in eine 
kombinatorische Synthese von PNAs) angebracht werden. Die erste 
kombinatorische Synthese beginnt unmittelbar am Support Fur die zweite 
kombinatorische Synthese werden zuerst z.B. zwei Valine gekoppelt. Valin hat 
eine Masse von 99 Da. Durch zwei Valine erreicht man eine 
Massenverschiebung der zweiten kombinatorischen Synthese von der ersten urn 
198 Da. Bei der dritten kombinatorischen Synthese werden zuerst vier Valine 
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gekoppelt, wodurch die Masse dieses Ensembles 396 Da hoher ist usw. Ein 
allfallig notiges charge tag kann immer noch nachtraglich mit der oben 
beschriebenen Methode am N-terminalen Ende angebracht werden. Eine weitere 
Moglichkeit besteht darin, die charge tags zuerst an die Festphase zu koppeln 
und anschiieflend mit der kombinatorischen Synthese fortzufahren (vgl. z.B. Fig. 

3). 

Eine weitere Variante besteht darin, gleichzeitig mehrere fixe Ladungen der 
gleichen Polaritat anzubringen. Dadurch kann der Detektionsbereich verrrtindert 
werden. In einem Massenspektrometer wird ein Molekul mit zwei Ladungen bei 
der entsprechend halben Masse beobachtet. Dies kann einen Vorteil bringen, 
wenn die Aufiosung des Massenspektrometers zu hoheren Massen hin stark 
abnimmt. Vorstehend ist beschrieben, wie man positive fixe Ladungen an einer 
Sonde festbringen kann. Negative fixe Ladungen konnen ahnliche Vorteile 
bringen. Positive und negative fixe Ladungen lassen sich mit ahnlichen Methoden 
herstellen. 

Fur die Lokalisierung, Anzahl und Kombinatorik der Ladungs-Tags gelten die im 
Zusammenhang mit den Massen-Tags gemachten Ausfuhrungen entsprechend. 
So kann mittels charge tagging am 5'- oder 3'- Terminus der Bibliothek von 
Nucleinsaure-Sonden die Empfindlichkeit der Analyse verbessert werden. Dies 
gilt insbesondere, wenn durch die Einfuhrung von Alkylphosphonatgruppen an 
den nicht randomisierten Positionen (vgl. unten) ansonsten Ladungsneutralitat 
hergestellt wird. Durch das mit dem Charge- Tagging zwangslaufig verbundene 
Massen Tagging wird zusatzlich die Analyse der Fragmente aus der Spaltung an 
den Phosphorothioatgruppen erleichtert. Phosphoroselenoate konnen ebenfalls 
eingesetzt werden, urn eine bevorzugte Spaltung an bestimmten Positionen zu 
erhalten. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien 
Verfahrens sind die Sonden modifizierte Nucleinsauremolekule. 
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In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei diesen 
modifizierten Nucieinsauremolekulen urn PNAs, alkylierte 
Phosphorothioatnucleinsauren oder Alkylphosphonatnucleinsauren. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden die Sonden des 
erfindungsgemafJen Verfahrens durch kombinatorische Festphasensynthese 
hergestellt. Das erfolgt uber z.B. uber die ubliche Boc-Festphasensynthese, die 
auch zur Synthese von PNA-Reinsubstanzen kommerziell angewandt wird. Dabei 
werden in ausgewahiten Positionen innerhalb einer sonst festgelegten Sequenz 
der Sonden-PNA alle vier, oder mehr als eine der Basen Adenin, Guanin, Cytosin 
oder Thymin nebeneinander eingebaut. Dies erfolgt durch den Einsatz nicht nur 
eines, sondern mehrerer Synthesebausteine in einem Schritt in der 
Festphasensynthese. Durch Variationen in mehreren solchen Positionen entsteht 
eine PNA-Bibliothek. Im Anschluli an die PNA-Synthese kann ein charge tagging 
an der freien terminalen Aminofunktion durchgefuhrt werden. Dies verbessert den 
dynamischen Bereich der PNA-Analyse mittels ESI. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden deshalb bei der 
Festphasensynthese die unterschiedlichen Basenbausteine derart markiert, daft 
ihre Massen bzw. die Massen der aus ihnen synthetisierten Sonden im 
Massenspektrometer unterscheidbar sihd. Diese Markierung wird so 
bewerkstelligt, dad zur Base korrespondierend am Ruckrat eine unterschiedliche 
Massenmodifikation eingefuhrt wird. Auf diese Art und Weise erhalten die 
synthetisierten Sonden Massen, die spezifisch fur ihre Sequenzen- sind. Binden 
nun die Sonden spezifisch an eine immobilisierte Ziel-DNA, so erlauben die im 
massenspektrometrischen Experiment zuganglichen Masseninformationen 
eindeutige Ruckschlusse auf die Sequenzen der jeweils hybridisierten Sonden. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemalJen Verfahrens werden die Basenbausteine mit einer Methyl-, 
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Ethyl-, Propyl-, einer verzweigten oder unverzweigten Alkyl-, einer 
halogensubstituierten verzweigten oder unverzweigten Alkyl-, oder Alkoxyalkyl-, 
Alkylaryl-, Arylalkyl-, Alkoxyaryl- oder Aryloxyalkyl-Gruppe oder mit einer deren 
deuterierten oder sonstigen isotopen Varianten markiert. Da bei Verwendung 
nicht massenmodifizierter Bausteine die Molekulmasse allenfalls Ruckschlusse 
auf die Basenzusammensetzung, nicht aber auf die Sequenz erlaubt, werden 
massengelabelte Bausteine (d.h. am Ruckgrat substituierte PNA Monomere) 
verwendet, die fur jede randomisierte Position innerhalb der PNA-Bibliothek 
charakteristisch sind. Da auf diese Weise der Synthesebaustein einer 
bestimmten Base in der Position x eine andere Masse hat als in der Position y, 
werden auch unterschiedliche Sequenzen bei gleicher Bruttozusammensetzung 
der Basen uber die Molekulmasse unterscheidbar. Die jeweiligen Substituenten 
werden durch numerische Rechnung so ausgewahlt, daft jeder denkbaren 
Sequenz aufgrund der -beschriebenen Art der Bibliothekssynthese eine 
festgelegte Masse eindeutig entspricht. 

Die Synthese von Nucleinsaure-Sonden-Bibliotheken erfolgt am Synthesizer, 
indem an den zu randomisierenden Positionen Gemische verschiedener 
Nucleosidderivate (in der Regel Phosphoramidite) eingesetzt werden. Die sich 
daraus ergebenden Bibliotheken konnen ebenfalls als Sonden im oben 
beschriebenen Verfahren eingesetzt werden. Zur Unterscheidung der 
verschiedenen Sequenzen innerhalb der Bjbliothek soil ein gezielter 
Bindungsbmch z.B. an festgelegten Phosphodiesterbindungen durchgefiihrt 
werden, die sich auf einer festgelegten Seite der randomisierten Positionen 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen 
Verfahrens sind somit die Sonden mit mindestens einer Modifikation in einer 
definierten Position von randomisierten Nucleotiden entfemt versehen, die eine 
Spaltung der Sonde erlauben. 



befinden. 
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In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei dieser 
Modifikation urn die Einfuhrung einer Phosphorothioatgruppe und/oder einer 
RNA-Base und/oder einer Phosphotriesterbindung. 

Enthalt eine Sonde drei randomisierte Positionen, so sind mindestens zwei 
solcher Bindungsbruche erforderlich (Fig. 6). Es ergeben sich dann drei 
Fragmente, die jeweils eine randomisierte Position enthalten und damit aufgrund 
der sonst bekannten Zusammensetzung uber ihre Masse unmittelbar auf die 
variable Base schlieften lassen. Die Spaitung an den beschriebenen Bindungen 
kann unvollstandig erfolgen. Dies erlaubt die Einbeziehung grolierer Fragmente, 
urn die Sequenzinformation abzusichern oder bei Mehrdeutigkeiten zu 
konkretisieren. Der spezifische Bindungsbruch an den randomisierten Positionen 
wird durchgefuhrt, indem bereits bei der Synthese der Bibliothek dort 
Phosphorothioatgruppen eingefuhrt werden. Diese konnen mit 
Hydroxyalkylhalogeniden zuerst hydroxyalkyiiert und dann unter basischen 
Bedingungen selektiv gespalten werden. Alternativ konnen Proben so aufgebaut 
werden, daS neben einer randomisierten Position Uracil eingebaut wird. Mittels 
Uracil-DNA Glycosylase und nachfolgender alkalischer Behandlung kann das 
Ruckgrat dann an dieser Stelle gebrochen werden. 

Das oben beschriebene Prinzip des Massentaggings fur bestimmte Bausteine in 
festgelegten Positionen kann fur verschiedene Teilbibliotheken angewendet 
werden, die dann wiederum zu einer groderen Bibliothek vereinigt werden 
konnen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden deshalb die Sonden als 
Teilbibliotheken hergestellt, die mit unterschiedlichen Massen- und/oder 
Ladungs-Tags versehen sind. Urn von einer bestimmten analysierten Masse auf 
eine bestimmte Teilbibliothek ruckschliefien zu konnen, mussen auch diese 
Teilbibliotheken in ihrer Synthese massengelabelt werden. Dies erfolgt 
zweckmaflig uber naturliche Aminosauren, die sich leicht in einer 
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Festphasensynthese an die PNA-Bibiiothek binden lassen. Durch das 
Massenlabeln verschiedener Teilbibliotheken iafit sich der Massenbereich, der 
fur die Analyse der Gesamtbibliothek zur Verfugung steht, betrachtlich aufweiten. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung einen Kit, der die Sonden und/oder 
Teile eines Immobilisierungssystems (Probentrager), gegebenenfalls mit den 
gebundenen Nucleinsauremolekulen, enthalt. Als Immobilisierungssystem eignen 
sich z.B. (beschichtete) ..magnetic beads" oder eine (beschichtete) 
Mikrotiterptatte. Wie vorstehend dargelegt, ist die Oberflache des 
Immobilisierungssystems vorbehandelt und erlaubt somit die Bindung der 
Nucleinsauren. Vorzugsweise erfolgt die Vorbehandlung auf chemischem Wege. 

In dieser Anmeldung ist eine Anzahl von Publikationen genannt, die hiermit per 
Referenz in die Anmeldung inkorporiert sind. 

Die Figuren zeigen: 

Fiaur 1 

Schema des Fingerprintings mit massenspektrometrischer Abtastung. 

1) Kombinatorisch hergestellte Bibliothek von massenunterscheidbaren Sonden. 

2) Die Bibliothek wird an eine Ziel-DNA, die immobilisiert ist, hybridisiert. Nach 
intensivem Waschen (urn unspezifisch gebundene Sonden abzuwaschen) 
werden die korrekt hybridisierten Sonden von der Ziel-DNA abgelost. 3) Diese 
Losung wird in einem Electrospray Massenspektrometer analysiert. Durch die 
eindeutige Zuordnung von Massen zu Sequenzen werden Teilsequenzen der 
Ziel-DNA bestimmt. 

Fiqur 2 

N-terminales Massen/charge Tagging. 

Am 5' einer Nucleinsaure oder einer modifizierten Version einer Nucleinsaure 
oder am N-terminalen Ende einer PNA kann ein charge tag eingefuhrt werden. 
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Das charge tag tragt eine N-Hydroxy-succinimidester Funktion und eine 
quartemare Ammoniumgruppe. Diese zwei Funktionalisierungen sind durch eine 
Gruppe Ri getrennt. Ri dient der Massenvariation der charge tags (die Kopplung 
der charge tags wird bei leicht basischem pH (8.5) in wafSriger Losung auf Eis 
durchgefuhrt. Die Reaktion lauft in 30 Minuten vollstandig ab). 

Fiaur 3 

Prinzip der Synthese von PNA-Bibliotheken unter Verwendung parallel 
durchgefuhrter massengelabelter Synthesen sowie massengelabelten Bausteinen 
L(randomisierte Position). In den randomisierten Posittonen werden verschiedene 
Basen mit jeweiis verschiedenen Substituenten am PNA-Ruckgrat (ais 
Massentags) verwendet. Die Masse des jeweiltgen PNA-Molekuls ist eindeutig 
dessen Sequenz zugeordnet. 

Fiqur 4 

Berechnetes Massenspektrum einer PNA-Bibliothek. 

Zwei verschiedene Festphasensynthesen (eine davon massengelabelt) mit je 32 
verschiedenen Sequenzen ergeben 64 verschiedene Massenpeaks, von denen 
jeder zu einer spezifische Sequenz aus einer PNA-Bibliothek mit 3 variablen 
Positionen mit vier Basen (jeweiis A, C, G und T eingesetzt) zugeordnet ist. Der 
Rechnung liegen die in Tabelle 1 aufgefuhrten Substituenten zugrunde. Fur die 
Berechnung wurde das Computerprogramm MASP (© Dr. Christoph Steinbeck) 
verwendet. 

Figur 5 

Mogliche PNA-Synthesebausteine fur die kombinatorische Boc- 
Festphasensynthese, wie sie auch fur die Synthese massenunterscheidbarer 
PNA-Bibliotheken verwendet werden. Es sind die in Tabelle 1 aufgefuhrten 
massengelabelten Bausteine dargestellt. 
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Fiaur 6 

Sequenzanalyse von Sonden durch spezifische Bindungsbruche. 
Die verschiedenen Sequenzen einer Bibliothek von DNA-Sonden kdnnen 
massenspektrometrisch auch durch spezifische Bindungbruche an den 
randomisierten Positionen (N = A, G, C oder T) identifiziert werden. Bereits 
wahrend der Festphasensynthese wird an diesen Positionen eine 
Phosphorothioatfunktion eingefuhrt, an der die DNA spezifisch gespaiten werden 
kann (z.B. mit lodoethanol). Dies ist schematised ohne Berucksichtigung der 
genauen chemischen Beschaffenheit der Fragmente, dargestellt. Die Masse der 
Fragmente erlaubt, da die Sequenz zum groGen Teil bekannt ist, die eindeutige 
Bestimmung der Gesamtsequenz, ohne dad eine vollstandige Sequenzierung 
erfolgen mu&te. Der Substituent R1 bezeichnet eine beliebige weitere DNA- 
Sequenz, R2 eine weitere beliebige Sequenz oder -H. R3 bezeichnet -OH 
(Phosphodiester) oder Aikyl- (Alkylphosphonat). 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1: Darstellung einer Ausfuhrungsform des gesamten erfinderischen 
Verfahrens 

Eine Ziel-DNA wird mit einer Funktion hergestellt, die deren Immobilisierung an 
einer Oberflache erlaubt. Die Ziel-DNA wird mittels PCR hergestellt und in dieser 
PCR ein mit Biotin funktionalisierter Primer verwendet. Fur die Immobilisierung ist 
die Oberflache streptavidinbeschichtet. Eine Bibliothek von 
massenunterscheidbaren Sonden, die in vorstehend beschriebener Weise 
hergestellt wurde, wird an die Ziel-DNA hybridisiert. Komplementare Bestandteile 
der Sondenbibliothek binden an die entsprechenden Ziel-DNAs. Anschlieftend 
wird grundlich gewaschen, urn nicht spezifisch gebundene Sonden zu entfernen. 
Die spezifischen Sonden werden durch Hitzedenaturierung von der Ziel-DNA 
gelost. Die Losung wird in einem Electrospray Massenspektrometer analysiert. 
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Die gefundenen Massen und die Massenunterscheidbarkeit der Sonden lassen 
Ruckschlusse auf Teilsequenzen in der Ziel-DNA zu 

Beispiel 2: Analyse von Ziel-DNA, die uber eine Biotin-Strepavidinbrucke 
immobilisiert ist 

Eine Ziel-DNA wird durch eine Biotinfunktion an ein streptavidinbeschichtetes 
magnetic bead gebunden. Eine Bibliothek von massenunterscheidbaren Sonden 
wird an die Ziel-DNA hybridisiert. Unspezifische Hybridisierungen werden 
abgewaschen. Die spezifischen hybridisierten Sonden werden durch Erwarmen in 
waftrige Losung abgelost. Die wa&rige Losung wird in einem Etectrospray 
Massenspektrometer analysiert Die gefundenen Massen und die 
Massenunterscheidbarkeit der Sonden lassen Ruckschlusse auf Teilsequenzen 
in der Ziel-DNA zu. 

Beisoiel 3: Immobilisierung von Ziel-DNA 

In einer bevorzugten Variante des Verfahrens wird die Ziel-DNA an ein bead 
bestehend aus einem Epoxy-funktionalisierten Acrylpolymer gebunden. Die nicht 
umgesetzten Epoxyfunktionen werden nachfolgend mit einem Uberschud eines 
Amins desaktiviert. Weiter wird analog Beispiel 2 verfahren. 

Beispiel 4: Analyse verschiedener Ziel-DNAs in einer Mikrotiterplatte 

In einer mit Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatte werden 96 bzw. 384 
verschiedene, biotinfunktionalisierte Ziel-DNAs je in einer Vertiefung 
immobilisiert. In jeder Vertiefung wird mit einer Bibliothek von 
massenunterscheidbaren Sonden hybridisiert. Die Platte wird gewaschen, urn 
unspezifische Hybridisierungen zu losen. Die spezifischen Hybridisierungen 
werden durch Erwarmen in wallriger Losung jeweils in der entsprechenden 
Vertiefung gelost. Die waBrige Losung in jeder Vertiefung wird in einem 
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Electrospray Massenspektrometer analysiert. Die gefunclenen Massen und die 
Massenunterscheidbarkeit der Sonden lassen Ruckschlusse auf Teilsequenzen 
der Ziel-DNA in der entsprechenden Vertiefung zu. 

Beispiel 5: Synthese einer PNA-Bibiiothek mit 64 verschiedenen Sequenzen 

Ein Beispiel fur eine PNA-Bibliothek mit eindeutiger Beziehung der Masse zur 
Sequenz zeigen Figur 4 und Tabelle 1. In einer sonst beiiebigen PNA sollen drei 
Positionen in der kombinatorischen Festphasensynthese variiert werden. Dies 
entspricht bei 4 verschiedenen Basen 64 moglichen Verbindungen. Im 
vorliegenden Beispiel werden zwei getrennte Synthesen mit den in Tabelle 1 
gegebenen Bausteinen durchgefuhrt. Synthese 2 wird zusatzlich durch das 
Anbringen von zwei Valin-Einheiten massengelabelt. Jede Teilsynthese liefert 32 
Verbindungen, die atle uber ihre Masse unterscheidbar sind. Beide 
Teilbibliotheken konnen nun zur Bibliothek mit 64 verschiedenen Sequenzen mit 
jeweils spezifischer Masse vereinigt werden. 

Die 64 Peaks uberlappen nicht, jeder entspricht einer spezifischen Sequenz a'us 
einer PNA-Bibliothek mit drei randomisierten Basenpositionen (je 4 Basen). 

Beispiel 6: Aufbau einer Sondenbibliothek mit 448 Sonden 

7 Synthesen werden nach der im letzten Beispiel beschriebenen Methode 
durchgefuhrt und anschliefiend die Massen/charge tags gekoppelt. 



1 . 64 Sonden: charge tag-TCPiGAP 2 GAP 3 G 2600-2* 

2. 64 Sonden: charge tag+200 Da mass tag- TCPiAGP 2 GAP 3 G 2800-3000 Da 

3. 64 Sonden: charge tag+400 Da mass tag- TCP1AGP2AGP3G 3000-3200 Da 

4. 64 Sonden: charge tag+600 Da mass tag- TCPiAAP 2 AGP 3 G 3200-3400 Da 

5. 64 Sonden: charge tag+800 Da mass tag- TCPiAAP 2 GAP 3 G 3400-3600 Da 

6. 64 Sonden: charge tag+1000 Da mass tag- TCPiGAP 2 GAP 3 G 3600-3800 Da 

7. 64 Sonden: charge tag+1200 Da mass tag- TCPiGAP 2 AGP 3 G 3800-4000 Da 



Massenbereich 
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In der vorgenannten Synthese-Serie stellt die sechste Synthese eine interne 
Kontrolle dar. Alternativ kann auch folgende Synthese durchgefuhrt werden: 

6.64 Sonden: charge tag+ 1000 Da mass tag- TCP1GGP2GAP3G 3600-3800 Da. 

Beispiel 7: Beschichtung einer Mikrotiterplatte mit Protein 

Die Oberflache einer Mikrotiterplatte wird mit Gene32, einem Protein das 
sequenzunspezifisch einzelstrangige DNA bindet, beschichtet. Nach der 
Beschichtung des Targets mit diesem Protein kann ein Array von Ziel-DNAs 
daraufgelegt werden. Wenn das Array der Ziel-DNAs aus cDNA besteht, sind 
diese in der PCR mit oiigo-dT (z.B. dTTTTTTTTTTTTT) geprimt worden. Oligo-dT 
wechselwirkt stark mit Gene32. Die kovalente Bindung des oligo-dT zum gene32 
kann durch ein Photocrosslinking mit kurzem UV-Licht erreicht werden. 29,30 Nach 
dieser Immobilisierung kann eine Bibiiothek von Sonden in der beschriebenen Art 
zur Analyse der Ziel-DNAs verwendet werden. Es bieten sich auch 
sequenzspezifische Protein/DNA-Wechselwirkungen an, wie z.B. GCN4/AP1. 

Beispiel 8: Immobilisierung von Ziel-DNA and einer Epoxyfunktionalisierten 
Festphase 

10 mg Support (Eupergit C250 L, Rohm Pharma Polymers) werden in 1 ml 
Immobilisierungspuffer (1M K2HPO4/KH2PO4 pH 7,5) suspendiert 1,5 nmol der zu 
immobilisierenden Ziel-DNA werden zugesetzt und 24 h bei Raumtemperatur 
unter sanftem Schutteln inkubiert. Der Oberstand wird abgenommen und die nicht 
umgesetzten Epoxyfunktionen durch Behandlung mit 1 M Glycinlosung bei 
Raumtemperatur 24 h desaktiviert. Der Oberstand wird abgenommen, der 
Support mehrfach gewaschen. Die immobilisierte DNA kann so bei -20 °C uber 
langere Zeit aufbewahrt werden. 
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Beispiel 9: Selektive Hybridisierung mit "charge tagged" PNAs 

Die immobilisierte Ziel-DNA wird mit der Bibliothek von "charge tagged" PNA- 
Sonden (80 pmoi in 20 pi/8 pmol immobilisierter DNA) in Hybridisationspuffer (10 
mM Tris/HCI), 5 mM NH 4 CI, 15 % Formamid) 15 min. bei 65°C inkubiert und 
anschlteliend die nicht hybridisierten Sonden durch dreimaliges Waschen mit 
Hybridisationspuffer entfernt. Die Dehybridisierung erfolgt anschlieliend in 40 
%igem Acetonitril bei 80 °C. Ein Aliquot dieser Losung wird lyophiiisiert, in 
Wasser aufgenommen und im ESI-Massenspektrometer analysiert. 
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Base 


Position 1 


Position 2 


Position 3 


A 


H 


/Pr 


H 


T 


H 


Me 


/PrOCH 2 


C 


H 


H 


/PrOCH 2 * 


G 


H 


/Bu 


H * 



Tabelle 1: An den PNA-Untereinheiten angebrachte Substituenten zur 
Herstellung einer massengelabelten Bibliothek mit eindeutiger Massen/Sequenz 
Beziehung. * : Zweite Synthese, mit 2 Valin-Einheiten massengelabelt. Die 
entsprechenden Synthesebausteine zeigt Figur 5. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis einer Nucleotidsequenz in einem 
Nucleinsauremolekul, das die folgenden Schritte umfalSt: 

(a) Hybridisierung von Nucleinsauremolekuien mit einem Satz von Sonden 
unterschiedlicher Nucleobasensequenzen, wobei jede Sonde eine von 
alien anderen Sonden verschiedene Masse aufweist; 

(b) Abtrennung der nicht hybridisierten Sonden; 

(c) Ablosen der spezifisch hybridisierten Sonden in ein Losungsmittel; 

(d) Analyse der hybridisierten Sonden in der Losung mittels Electrospray 
Massenspektrometrie; und 

(e) Bestimmung der Nucleinsauremolekule durch die daran hybridisierten 
Sonden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die Nucleinsauremolekule vor oder nach 
Schritt (a) an der Oberflache eines Tragers immobilisiert werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Immobilisierung der 
Nucleinsauremolekule an der Oberflache uber eine NH 2 -, Epoxy- oder SH- 
Funktion, vermittels der Beschichtung der Probentrageroberflache mit einem 
Silikat oder Silan, uber eine Protein-Substrat- Protein-Protein- oder eine 
Protein-Nucleinsaure-lnteraktion, oder uber eine Wechselwirkung zweier 
hydrophober Komponenten erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Protein-Substrat-lnteraktion eine 
Biotin-Streptavidinbindung oder eine Antikorper-Antigenbindung ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Protein-Nucleinsaure-lnteraktion eine 
Gene32-Nucleinsaurebindung ist. 
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6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die Sonden 
Nucleinsauren sind, die mit einem Massen-Tag versehen sind. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Massen-Tag zugleich Ladungs-Tag 
ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Nucleinsauren zusatziich mit einem 
Ladungs-Tag versehen sind. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei die Sonden modifizierte 
Nucleinsauremolekule sind. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die modifizierten Nucleinsauremolekule 
PNAs, alkylierte Phosphorothioatnucleinsauren oder Alkylphosphonat- 
nucleinsauren sind. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, wobei die Sonden durch 
kombinatorische Festphasen-Synthese hergestellt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei unterschiedliche Basenbausteine derart 
markiert sind, daG. die aus ihnen synthetisierten Sonden jeweils uber Ihre 
Massen im Massenspektrometer unterscheidbar sind. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Markierung eine Methyl-, Ethyl-, 
Propyl-, eine verzweigte oder unverzweigte Alkyl-, eine halogensubstituierte 
verzweigte oder unverzweigte Alkyl-, Alkoxyalkyl-, Alkylaryl-, Arylalkyl-, 
Alkoxyaryl- oder Aryloxyalkyl-Gruppe ist oder eine von deren deuterierten 
oder sonstigen isotopen Varianten. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 13, wobei die Sonden mit 
mindestens einer Modifikation in einer definierten Position von 
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randomisierten Nucleotiden entfernt versehen sind, die eine Spaltung der 
Sonde erlaubt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Modifikation die Einfuhrung einer 
Phosphorothioatgruppe und/oder einer RNA-Base und/oder einer 
Phosphotriesterbindung in die Sonde ist. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, wobei die Sonden als 
Teilbibliotheken hergestelit werden, die mit unterschiedlichen Massen- 
und/oder Ladungs-Tags versehen sind. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16, wobei die Positionen der 
Sonden auf dem Probentrager eine Zuordnung zu dem damit 
hybridisierenden IMucleinsauremolekul erlaubt. 

18. Kit enthaltend 

(a) einen Satz von Sonden wie definiert in einem der Anspruche 6 bis 16 
und/oder 

(b) einen Probentrager, der vorbehandelt ist und dadurch die Bindung von 
Ziel-DNAs erlaubt und/oder bereits gebundene Ziel-DNAs enthalt. 
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